



























































内 容 要 旨
 著者は毘DTA(pHZ4)で脱灰したラット長管骨スライスが同種腹壁内移植によつて,再石
 灰化することを利用じてfその再石灰化過程における所謂酸性ムコ多糖類が演じる役割を中心に
 組織化学的な検索を行った。
 E材料及び実験方法
 生後約2ケ月のラットの脛骨近位端むよび大腿骨遠位端から約1η臨厚の骨スライスを作動
 これを5%臼DTA2四a.と5%団DTA4Naの等量混合液でKlossa法陰性になるまで室温ま'
 たは冷蔵庫中で脱灰した。脱灰後,スライスに余分・に含まれるEDTAを流水で十分に洗滌,蒸
 溜水を頻回変えながら冷蔵.庫中に保存し,実験に供した。下記の4群の前処理を施した骨スライ
 スをエーテル麻酔下にホストラットの腹壁皮下組織内に移植じた。前処理とじては(1辞)無処
 理,(聾著羊)25耽MeaG125700,約2時間,(∫H岩手)1%GP〔〕,1%GTムB・…ii
 たは0.1%ToluidineblueO,いずれも57。G,2時間,(y群)班群の前処理のも
 のを更に100↑〕もMCa〔〕12,57。e,2時間処理した。1～5週の後,移植片をとりだじ,直
 ちにドライアイス,アセトンで冷却したヘキサンで凍結後7クリオスタットで8μ厚の切片を作
 り,スライドガラスに貼り,室温で10分間乾燥させた。その後10%フォルマリン及びヵルノ
 ァ液で各10分間固定し十分に脱脂して70%アルコールに保存,組織化学的検索に用いた。対
 照は同じく4種の前処理をし,移植に供さ左かつた骨片である。染色法としては,α1%
 七〇lu土dineblueO,1%aloianblue8σX,oolloidaliron(MowrY)
 PA8,FFulgen,methylgreen-pyrOnin,Van〔}ieson,orGein,エeso-
 roin一δr・ys鰍1vi・let(French),プes。下。in-fuchsin(Weigert),鍍銀法
 (石井一石井),▽onKossa,alizaniゑered㌦chlor&nillG段oid,亘inh-
 ydrin-Schiff,alkalineanda.cidphospha海ase(Azo'α'y・e法)を用いた。
皿実験成績
 1.対照骨スライスの染色性:骨スライス作製過程で大量の酸性粘液性物質がスライスの軟骨基
 質から失われ,移植スライスには成熟軟骨細胞を除いて強い塩基好性は認められなかった。失わ
 れた物質は組織化学的特徴からみて,コンド・イチン硫酸Aを多量に含む物質と考えられた。各
 種前処理によるスライス1{t,OPC,GTAB処理でのPAS反応性の低下,七〇1・uidine
 blue処理でのphospha七ase活性の消失があるほかは著明表変化は認められ攻かつた。
 2.移植骨スライスの石灰化:石灰化の出現の畦期は各実験毎に多少の遅速ばあっても,各材料
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 の解剖学的各部位に寿げるGa↓eiflabilityの順序は一定で.彦っ渇その石灰化過程は無処
 理の1群では以下の如くであった。即ちチ基質に僅かにあった塩基好性が消失b直線的な細線維(P
 AS(+淘塩基好餌一、膠原線維染色〔ナ),包lastioεlsもain(一),銀好性¢))が露出,やがてこ
 の細線維が迂曲して網目を造る。その線維網にかこまれて小さ左Kossa法陽性の円形～楕円形
 の斑、点(以「下円形斑が現われ・をこの円形斑が石灰化であって,その組織化学的特徴はPAS(++)
 塩基好性(‡)・弾性練緯染色(つ・膠原線維染色(+)・銀好性(→・a・lkalinephospha・七ase
 (土～争)である。この小さ左円形斑が集積じ,全体として線維の走行に一致じた粁状塊になる。
 H群では石灰化の出現までの時間の短縮と石灰化の程度の増強が特徴的であり,腱,筋肉変よぴ
 軟骨細胞の一部にも石灰化が認められた。その石灰化像ぱ上記と多少異覆窮腱では膠原線維上
 に,線維の直径より僅かに.大きい円形顆粒(上記円形斑に当る)の沈蒲,筋でぱ同様の円形顆粒
 の沈着が横紋を思わせる濃淡を示し,軟骨細胞の場合ぱ成熟した,すなわちalkalinepho-
 sphata.se活性の強いじかも強度の塩基好性を示す細胞にのみ石灰化がみられた。皿群では石
 灰化を阻害するといわ:h・ているtoluidineblueのみ左らず,酸性ムコ多糖類に影響を竜
 つと6われているePG,GTABによっても石灰化が阻害された。かつ,1,星群にみられた
 よう友線維の露出も認められ左かつた。この点は石灰化の機構を考える上で重要た所見であろう。
 またtoluidineblueによって軟骨細胞の酵素活性が完全〔て消失していたが,この酵素活
 性と石灰化の関連は今後に残さわ.た問題であるbたむ,狸群では,皿群で阻止されたealGifi一
 αbili七yの回復がみられた。
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 4)石灰化に関する酸性ムコ多糖類の関与としては,まず,軟骨基質についてみるとコンド・イ
 チン硫酸Aを主成分とずる物質の大量流失が起る。ついで,骨基質と同様にやがて,石灰化する
 部位に一致じて線維が出現し,石灰化の足場を作るものと考えられる。しか電,流失じた物質は
 最近Schuber七らにより指摘されている石灰化阻害物質とよく一致ずるように思われる。一方,
 軟骨細胞では酸性ムコ多糖類の存在を示す塩基好性が強く認めら治.,同時に石灰化が認められた。
 したがって,酸性ムコ多糖類の石灰化に関する意義は,或る種のものはこれを阻害し,ある種の
 ものはこ酒、に参与している可能性のあることが推察さ勲.る。2)皿群で使用した試薬は,酸性ム
 コ多糖類の流失を阻害するといわれているが,移植片スライスには,その作製過程ですでに酸性
 ムコ多糖類が流失しているにもかかわらず,石灰化が阻害された。これらの処理は,線維の
 露出を阻害することがわかったが,Cpe,eTAB,七〇luidineの作用機序にぼたか解明
 できたい点が残さ勲.ている。5)石灰化ぱ膠原線維のみ左らず,筋や軟骨細胞にもみられたが,
 顕微鏡的にはそれぞ始、site-speGific左現象であることが認められた。じたがって,これ
 までいわれているように,oollagenやelaStoidを足場とした石灰化という考えのみでは
 そのよう丘部位特異性を説明できずこれら石灰化組織に共通した物質の存在も考慮すべきであろ
 う。
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 審査結果の要旨
 生体内にむける石灰化の機転に関して,従来より,多くの仮説がなさ1'してきノ乞が,今日なお定
 説をみるに至らない。特に,問題は石灰化機転に∫勧する細胞間質の位置についてであ6う。細胞
 間質は組織学的に,わ酸性ムコ多糖を中心とする線維間質2)膠原線維を中心とする線維成
 分,より構成される。著者は,ラットの脱灰長骨骨片の移植による再石灰化を利用して,この問
 題について組織化学的検索を試み,新知見と問題提起を行っている。
 まず,酸性ムコ多糖の参与については,従来そ'の種類を考慮することなく一括して論じられて
 いた。ために全く相反する説がなされていたほどでめったが,ここに少なくもコンド・イチン慌
 酸一Aを主成分とする物質と,他のいわゆる酸性ムコ多糖とでは参与の仕方か全ぐ異なるであろ
 うことを指摘してのる。また,他のいわゆる酸性ムコ多糖については,その石灰1ヒ能がトルィジ
 ンソルーによって消失することは古くから知られているが,酸性ムコ多糖と特異的に反応すると
 いわれるOPG,GTABによっても,また,石灰化能か消失すわことか示された。こ・ノ)ことは,
 石灰化機転における酸性ムコ多糖の重要性をざらに強調するものであろが,次に述べる線維との
 関係に論いて論じられるべきであるとしている。次に,膠原線維については,その重安性を再評
 価しつつも膠原線維のみを足.場とした石灰化の理論に!よ疑問をなげかけている。すなわち,筋細
 胞や軟骨細胞も石灰・化しつることをみ,このことから石灰乾の足場とし'て石灰化組織1て共通した
 物質の存在を考慮'.弄べきでめろうことを指摘している。
 以上は従来からなされてきた諸養兎に,新しい詳細の規準をめたえ,かつ今後への問題提起とし
 ての意義が大きい。よって,本論文は学位を授与するに価するものと認める。
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